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„„The question for the new  millennium  is  
whether, when we have never been better poised 
technologically to evaluate natural products, these 
advances will occur fast  enough  to  overtake  the  
current  rates  of  plant extinction  and  indigenous  
culture  loss.   Will tribal knowledge survive  this  
millennium?  If  it  doesn‟t, the world will be far 
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Zeni, Ana Lúcia Bertarello. Estudo fitoquímico, toxicológico e dos 
efeitos neuroprotetor e tipo antidepressivo do extrato aquoso de 
Aloysia gratissima (Gill et Hook) Troncoso (erva santa). 2011. Tese 
(Doutorado em Neurociências) – Universidade Federal de Santa 
Catarina, Florianópolis. 
Aloysia gratissima é uma planta utilizada para tratar sintomas de 
doenças relacionadas principalmente aos sistemas respiratório e, nervoso 
central, no Brasil, Argentina, Paraguai e Uruguai. Seu uso popular não 
vem sendo acompanhado por estudos científicos que poderiam garantir 
um uso com qualidade, eficácia e segurança. Neste estudo foi 
investigado o perfil sazonal metabólico do extrato aquoso de Aloysia 
gratissima (EA) e identificados e quantificados compostos fenólicos 
(ácido ferúlico, trans-cinâmico e ácido p-cumárico) e carotenoídicos 
(luteína e trans-β-caroteno) majoritários, conhecidos pela capacidade 
antioxidante. A avaliação de toxicidade aguda revelou um uso seguro de 
EA abaixo de 2000 mg/kg em camundongos. Foram evidenciados os 
efeitos: antioxidante, neuroprotetor frente à excitotoxicidade 
glutamatérgica e tipo antidepressivo. Os estudos dos mecanismos 
envolvidos no efeito neuroprotetor do EA demonstraram o 
envolvimento de modulação do transporte de glutamato, ativação da via 
PI3K, diminuição da expressão de iNOS e antagonismo ao receptor 
NMDA. EA não preveniu o surgimento de convulsões induzidas pelo 
ácido quinolínico, no entanto foi evidenciado um efeito neuroprotetor 
através da modulação do transporte de glutamato. A participação do 
receptor NMDA, da via L-arginina-NO-cGMP e do sistema 
monoaminérgico foram evidenciados no efeito tipo antidepressivo do 
EA. O composto majoritário do EA, ácido ferúlico, exerceu um efeito 
tipo antidepressivo em camundongos, sugerindo a participação do 
sistema serotoninérgico neste efeito. Desta forma, o EA e o ácido 
ferúlico demonstraram seu potencial na prevenção ou tratamento de 
doenças que envolvem os sistemas, serotoninérgico e glutamatérgico.  
Palavras-chave: Aloysia gratissima, neuroproteção, tipo antidepressivo, 
sistema glutamatérgico e serotoninérgico. 
 
 ABSTRACT 
Zeni, Ana Lúcia Bertarello. Phytochemistry, toxicology, 
neuroprotective and antidepressant-like effects of aqueous extract 
of Aloysia gratissima (Gill et Hook) Troncoso (erva santa) study. 
2011. Thesis (Doctorate in Neuroscience) – Federal of Santa Catarina 
University, Florianópolis, Brazil.  
Aloysia gratissima is a plant used to treat symptoms mainly related to 
the respiratory and central nervous systems in Brazil, Argentina, 
Paraguay, and Uruguay. It‟s popular use has not been accompanied by 
scientific studies that could provide a contribution to quality, efficacy, 
and safety. Our study showed a seasonal metabolic profile of Aloysia 
gratissima‟s aqueous extract (AE), which major phenolic (ferulic acid, 
trans-cinnamic, and p-coumaric acid) and carotenoid (lutein and trans-
β-carotene) compounds were identified and quantified. These 
compounds are known for their antioxidant capacity. Acute toxicity 
evaluation of AE in mice demonstrated to be safe in doses below 2000 
mg/kg. Our data suggest that AE exerts biological effects such as 
antioxidant, neuroprotective against the glutamatergic excitotoxicity and 
antidepressant-like activity. The neuroprotective effect of AE against 
glutamatergic excitotoxicity involved glutamate transport modulation, 
PI3K pathway activation, decreasing iNOS expression and possible 
NMDA receptor antagonism. Although AE did not protect animals 
against quinolinic acid-induced seizures, it showed neuroprotective 
effect by glutamate transport modulation. The involvement of NMDA 
receptor, L-arginine-NO-cGMP pathway, and monoaminergic system 
were evidenced in the antidepressant-like effect of AE. The major 
component of AE, ferulic acid, was also able to exert antidepressant-like 
effect in mice. Serotonergic system participation and a synergistic 
activity with conventional antidepressants were demonstrated in this 
effect. Thus, AE and ferulic acid showed their potential use in 
preventing or treating diseases that involves glutamatergic and 
serotoninergic systems. 
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apresentado, a justificativa e os objetivos desenvolvidos durante o 
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Os capítulos contêm os materiais e métodos, os resultados e as 
discussões, bem como as referências específicas de cada assunto tratado, 
apresentados na forma de artigos científicos. 
A discussão geral apresenta a integração de todos os estudos 
realizados. 
A seção de referências apresenta as referências citadas na 
introdução e discussão. 
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1.1 O USO DE PLANTAS COM FINS TERAPÊUTICOS  
As plantas medicinais têm sido usadas por diversas civilizações 
no tratamento de afecções que afligem o ser humano, consistindo numa 
importante fonte de compostos com propriedades terapêuticas. Índia, 
China e Japão já utilizavam extratos vegetais com fins terapêuticos antes 
de Cristo e, na Europa medieval, existem registros do uso de extratos 
vegetais que se estendem até o século XIX (Schenkel et al., 2001). No 
início do século XIX, como resultado das frequentes intoxicações 
derivadas da administração desses extratos, foram criados órgãos 
públicos para organizar e regulamentar a comercialização dos mesmos. 
Naquela época foram iniciados estudos de purificação, isolamento e 
testes para atividades farmacológicas de compostos derivados de 
extratos brutos (Schenkel et al., 2001).  
No início do século XX poucos extratos brutos eram 
investigados, havendo uma tendência de substituição destes por 
compostos isolados ou sintéticos (Lapa et al., 2001). No entanto, 
empresas farmacêuticas têm demonstrado que para algumas doenças 
complexas, produtos naturais representam uma fonte a ser investigada 
visando a produção de novos compostos químicos, pois possuem 
estruturas moleculares selecionadas pela evolução através de milhares 
de anos (Newman et al., 2003; Boldi, 2004; Clardy & Walsh, 2004; 
Koehn & Carter, 2005). Segundo a Organização Mundial da Saúde 
(OMS, 2002), aproximadamente 25% dos medicamentos considerados 
essenciais são originários de produtos naturais, sendo 11% destes 
oriundos exclusivamente de plantas. Conforme Elisabetsky (2000), a 
maioria dos medicamentos usados derivados de plantas foi descoberta 
como resultado de pesquisas científicas com plantas conhecidas, 
utilizadas na medicina tradicional. 
Nas últimas décadas estudos com extratos de plantas obtiveram 
um novo impulso devido a alguns fatores, mas principalmente as 
condições sócio-econômicas das populações, pois, segundo a OMS, 65–
80% da população mundial em países em desenvolvimento, pela 
escassez ou falta de acesso à medicina moderna, depende principalmente 
das plantas para cuidados primários de saúde, considerando neste caso a 
fitoterapia como parte do seu programa básico de saúde. No Brasil, o 
governo federal aprovou a Política Nacional de Plantas Medicinais e 
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Fitoterápicos, por meio do Decreto Presidencial Nº. 5.813, de 22 de 
junho de 2006. Atualmente, são oferecidos fitoterápicos com recursos da 
União em Estados e Municípios do Brasil, por exemplo, a espinheira 
santa, para o tratamento de gastrite e úlcera e o guaco para tosse e gripe 
(Portal da Saúde, 2010).   
Entretanto, conforme Lapa et al. (2001), houve um aumento no 
uso de fitoterápicos em todo o mundo, refletido em um crescimento nas 
vendas, atingindo a marca de 7 milhões de dólares na Europa, 4 bilhões 
na Ásia e 7 bilhões nos Estados Unidos. Esta movimentação financeira 
tem atraído a atenção de empresas multinacionais que possuem recursos 
para custear os estudos de qualidade, eficácia e segurança no uso destes 
produtos. Realmente, o contraponto fica por conta da escassez de 
trabalhos que investiguem a eficiência, o potencial terapêutico, e a 
segurança no uso de fitoterápicos. Para Calixto (2005), poucas plantas 
com efeitos terapêuticos têm sido cientificamente estudadas, a fim de 
tornar o seu uso um método terapêutico de utilização sistematizada. Os 
países da América Latina possuem grande parte da biodiversidade 
mundial, sendo que o Brasil possui 20–22% de todas as plantas e 
microrganismos existentes no mundo. Porém, estima-se que não mais 
que 25.000 espécies de plantas sejam objeto de algum tipo de 
investigação científica (Calixto, 2005).  
Muitos estudos são necessários para investigar o potencial 
terapêutico de extratos de plantas e a relação entre os compostos e seus 
efeitos biológicos. É sabido que através do sinergismo entre os 
metabólitos secundários pode haver uma potencialização ou diminuição 
da ação ou de efeitos indesejados dos extratos brutos de plantas (Elvin-
Lewis, 2001). 
1.2 AS PLANTAS MEDICINAIS E O SISTEMA 
NERVOSO CENTRAL 
Pesquisas por moléculas com ação terapêutica sobre 
enfermidades no sistema nervoso central (SNC) iniciaram no século 
XIX. Produtos naturais constituem uma importante fonte de pesquisa 
visando descobrir novas substâncias com atividade farmacológica 
(Albuquerque & Hanazaki, 2006). Porém, apesar dos primeiros usos 
nesta área terem sido baseados em plantas, atualmente elas representam 
uma pequena porcentagem das investigações (Gomes et al., 2009).  
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As plantas com atividade psicoativa exercem importante efeito 
sobre a consciência, as emoções e a cognição e, devido a esses efeitos, 
têm sido utilizadas milenarmente com finalidade terapêutica (Subhan et 
al., 2008). Neste contexto alguns exemplos de plantas investigadas que 
apresentaram atividade neuroprotetora são mencionadas a saber, 
Hedyotis diffusa (Kim  et  al.,  2001), Ginkgo  biloba  (Zhu  et  al.,  
1997),  Gastrodia  elata (Anderson  et  al.,  1995), Hiperycum  
perforatum  (Muller  et  al.,  2000), Scutellaria  baicalensis,  Stephania  
tetranda  e  Salvia miltiorrhiza (Sun et al., 2003), Bacopa monnieri 
(Paulose et al., 2008) e Curcuma longa (Kulkarni & Dhir, 2010). 
Algumas destas espécies também confirmaram seu efeito terapêutico em 
transtornos do SNC como ansiedade, depressão e/ou epilepsia. 
Entretanto, apesar da crescente pesquisa de plantas em modelos animais 
poucos dados clínicos estão disponíveis (Adams et al., 2007), com 
exceção dos extratos de Ginkgo biloba e  Hiperycum  perforatum  e a 
galantamina, componente extraído de Galanthus woronowii. 
Os extratos de plantas, em geral, representam uma fonte de 
substâncias com capacidade antioxidante, sendo esta atribuída 
principalmente aos polifenóis e carotenóides. Os efeitos destes 
metabólitos secundários têm sido associados à capacidade de diminuir o 
risco de certo número de doenças, em particular aquelas associadas a 
lesões oxidativas como, câncer, doenças cardiovasculares ou 
neurodegenerativas (Serafini et al., 2001).  Segundo Gomes et al (2009), 
os estudos estão mais focados em alcalóides, aminoácidos, flavonóides, 
fenólicos e polifenóis, mas outras classes de compostos não deveriam 
ser excluídos das investigações pois também podem exercer um efeito 
antioxidante.  
Um considerável número de extratos de plantas e seus 
constituintes, utilizados como agentes antidepressivos e para demência, 
possuem ações antioxidante e neuroprotetora, possuindo potencial 
terapêutico na doença de Alzheimer (DA), distúrbios de comportamento 
como a depressão e esquizofrenia (Lee et al., 2002).  Também nos 
transtornos agudos, como isquemia ou traumatismo, uma ação 
antioxidante e neuroprotetora poderia ser benéfica, pois a 
excitotoxicidade é um elemento chave nos diversos transtornos 
neurodegenerativos tanto crônicos como agudos, representando um alvo 




1.3 ALOYSIA GRATISSIMA (GILLIES & HOOK.) 
TRONCOSO 
Aloysia é um gênero pertencente à família Verbenaceae, 
compreendendo em torno de 30 espécies distribuídas pelas Américas, 
principalmente em países da América do Sul e Central (Burkart, 1979). 
Aloysia gratissima é uma planta nativa da América do Sul e muito 
utilizada no Brasil, Uruguai, Paraguai e Argentina. É conhecida no 
Brasil por diversos nomes populares, como “erva de nossa senhora”, 
“erva da graça”, “mimo do Brasil”, “garupá”, “erva da pontada”, “erva 
das sepulturas” e “erva santa” (Castro & Chemale, 1995). Na Argentina, 
de acordo com Ricciardi et al. (1999), é conhecida como “Angel”, 
“oreganillo”, “azahar del campo” e “niño rupá” (nome também utilizado 
pelos índios guaranis). No Uruguai, denomina-se “cedron del monte” e 
nos Estados Unidos “whitebrush”. A. gratissima foi classificada 
anteriormente por outros nomes botânicos, como: Verbena gratissima 
Gill et Hook; Aloysia  lycioides  Cham  e Lippia  lycioides (Cham) 
Steudel.  (Castro & Chemale, 1995).  
Segundo Castro & Chemale (1995), A. gratissima é uma planta 
perene, arbustiva, com altura de 1,5 a 3,0 metros, caule ereto, longo e 
fino, de casca áspera, acinzentada ou verde oliva. As folhas são simples, 
opostas, elíptico-lanceoladas, bordos lisos até a metade do limbo e 
serrilhadas da metade até o ápice, verde escura na face ventral e 
grisáceas na dorsal. As flores são pequenas, hermafroditas, muito 
perfumadas e o florescimento ocorre de agosto a fevereiro quando 




 Figura 1. Aloysia gratissima. Exemplar de Aloysia gratissima 
(esquerda) e detalhe inflorescências (direita) (A.L.B. Zeni, 2006). 
No Rio Grande do Sul, de acordo com Soares et al. (2004), 
Vendruscolo et al (2005) e Souza & Wiest (2007), A. gratissima é 
utilizada principalmente para dores de cabeça, “problemas de nervos, 
distúrbios dos sistemas digestivo e respiratório, como gripes e 
bronquites”. Em Santa Catarina, seu uso foi observado no entorno do 
Parque Nacional da Serra do Itajaí (PNSI) em pelo menos duas 
localidades: Nova Rússia, em Blumenau (Zeni & Bosio, 2011) e 
Sterntal/Nova Sibéria, em Guabiruba (Zeni et al., sumetido à revista 
Hollos Environmental) como sedativo e para tristeza, respectivamente. 
Na Argentina, também é utilizada para “problemas de nervos” como 
“levantar el ánimo” e como digestiva (Del Vitto et al., 1997; Arias 
Toledo, 2009; Dadé et al., 2009). 
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O óleo essencial de A. gratissima tem sido estudado quanto às 
atividades antiviral (García et al., 2003), anti-nematódea (Duschatzky et 
al., 2004) e antifúngica (Dellacasa et al., 2003). Quanto à constituição 
química Ricciardi et al. (2006) relataram componentes como β-elemeno, 
viridiflorol e β-cariofileno.  
O extrato metanólico de A. gratissima tem atividade 
antioxidante (Rosas-Romero & Saavedra, 2005) e, conforme Vandresen 
et al. (2010), também possui efeitos, antibacteriano e anti-
edematogênico. Entretanto, não existem publicações científicas sobre os 
efeitos de A. gratissima no SNC. Em relação a outras espécies deste 
gênero, os extratos de A. polystachya e A. virgata mostraram efeito 
ansiolítico (Mora  et  al.,  2005; Wasowski & Marder, 2010), enquanto 
A. polystachya apresentou efeito antidepressivo (Hellión-Ibarrola,  et  
al.,  2008).  
Não existem estudos de toxicidade publicados e são escassos os 
estudos fitoquímicos de A. gratissima. Neste sentido, Silva et al. (2006) 
relatam a presença de cauranos, flavonóides e feniletanóides, mas não 
iridóides, sendo esta composição química compatível com a família 
Lamiaceae. Além disso, Vandresen et al. (2010) também mostram a 
presença de sesquiterpenos (-bisabolol), triterpenos (-amirina, ácido 
betulínico, ácido oleanóico e, ácido ursólico) e, flavonóides 
(genkwanina, 5-hidróxi-7,4‟-dimetoxiapigenina, 5-hidróxi-7,3‟,4‟-
trimetóxiluteolina e rutina). 
A análise fitoquímica desenvolvida nesta tese (Capítulo 1) 
identificou a presença do ácido ferúlico como o composto majoritário do 
EA.  O ácido ferúlico (AF; ácido 4-hidróxi-3-metoxicinâmico) é um 
composto fenólico presente em muitas plantas, extratos de plantas 
medicinais, condimentos e café (Graf, 1992; Virgili et al., 2000). O AF 
foi aprovado como aditivo antioxidante e conservante em alimentos no 
Japão (JFCRF, 1996). Além da atividade antioxidante e anti-
inflamatória, Yu e colaboradores (2006), sugerem que o  AF seria um 
antagonista competitivo do receptor de glutamato ionotrópico N-metil-





1.4 TRANSMISSÃO E EXCITOTOXICIDADE 
GLUTAMATÉRGICA 
As principais vias excitatórias do SNC utilizam o aminoácido 
glutamato, um neurotransmissor envolvido em processos fisiológicos 
como cognição, aprendizado, memória e formação de redes neurais 
durante o desenvolvimento (Izquierdo & Medina, 1997), na adaptação 
ao ambiente (Danbolt, 2001) e no envelhecimento (Segovia et al., 2001).  
Quando a concentração fisiológica extracelular de glutamato é 
aumentada este se torna tóxico, um quadro associado às doenças 
crônicas como a esclerose amiotrófica lateral, o Mal de Parkinson, DA e 
a depressão (Chen & Lipton, 2006, Mauri  et  al. 1998), bem como as 
doenças agudas  do  SNC, como a isquemia e o traumatismo craniano 
(Barnes & Slevin, 2003). Já foi provado que a excitotoxicidade 
glutamatérgica é derivada do aumento da concentração de glutamato 
durante a transmissão sináptica que, consequentemente, induz morte 
neuronal pela superestimulação de receptores ionotrópicos, NMDA, 
alfa-amino-3-hidróximetilisoxazol-propionato (AMPA)/cainato e 
também metabotrópicos (During & Spencer, 1993). A morte celular 
induzida por excitotoxicidade pode acontecer por apoptose, um 
fenômeno regulado, e também por necrose que, historicamente, foi 
considerada como sendo uma forma de morte celular não regulada. 
Entretanto, alguns estudos sugerem que a necrose também pode estar 
sujeita à regulação, sendo potencialmente susceptível à intervenção 
terapêutica. Sabe-se que o direcionamento da célula para uma dessas 
formas de morte é influenciado pelo seu estado energético (reserva de 
ATP). Como processo ativo, a apoptose requer reservas de ATP (pelo 
menos nas fases iniciais), ao passo que a necrose se instala quando há 
depleção total do ATP (Kerr et al., 1972). Também a morte por 
autofagia tem sido estudada e foi observado, em modelos in vitro ou in 
vivo, que a inibição deste evento durante a isquemia pode reduzir a 
apoptose (Uchiyama, 2001). Neste sentido, considera-se a indução à 
morte celular como alvo de estratégias de neuroproteção devido a sua 
participação na fisiopatologia das doenças neurodegenerativas, sejam 
elas agudas ou crônicas. 
A manutenção da concentração fisiológica extracelular do 
neurotransmissor glutamato acontece através de transportadores 
específicos dependentes de Na
+
, em humanos designados como 
transportadores de aminoácidos excitatórios (EAAT), sendo esta uma 
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função essencial das células gliais (Anderson & Swanson, 2000). Os 
mecanismos envolvidos na geração de excitotoxicidade e morte celular 
estão relacionados tanto com o aumento da liberação de glutamato, 
quanto à diminuição da captação de glutamato (Rossi et  al., 2000).  
Em situações de desequilíbrio iônico e diminuição nos níveis de 
ATP intracelular, verifica-se um acúmulo de Na
+
 no interior das células 
que pode ocasionar a atividade reversa dos transportadores 
glutamatérgicos (Rossi  et  al., 2000). Neste processo, o glutamato ao 
invés de ser captado é liberado para o meio, aumentando a sua 
concentração na fenda sináptica e, conseqüentemente, aumentando o 
dano celular (Camacho & Massieu, 2006).  
De uma forma geral, os efeitos celulares induzidos pelo 
desequilíbrio na atividade dos EAATs exacerbam os danos induzidos 
por excitotoxicidade provocados, por exemplo, por uma isquemia 
cerebral. De fato, os dois processos são interdependentes, mas como a 
atividade dos EAATs é muito sensível à inibição por espécies reativas 
do oxigênio (EROs), acontece um aumento extracelular ainda maior dos 
níveis de glutamato (Trotti et al, 1998, Figura 2). Realmente, estudos 
recentes têm demonstrado que o aumento da atividade de 
transportadores de glutamato gliais (GLT-1) promove efeito protetor e 
também está associado com efeitos antidepressivos, em modelos 




Figura 2. Excitotoxicidade glutamatérgica. Interações entre o 
glutamato e as espécies reativas de oxigênio (EROs) amplificam o efeito 
excitotóxico (Adaptado de Trotti et al., 1998). 
Em condições fisiológicas, há um equilíbrio redox entre a 
produção e a inativação de espécies reativas por sistemas antioxidantes 
celulares, tais como o  α-tocoferol, ácido ascórbico, glutationa reduzida 
(GSH) e o sistema das coenzimas nicotinamida adenina difosfato 
reduzida (NADPH). Estes agentes redutores podem regular as 
concentrações de peróxido de hidrogênio, hidroperóxidos lipídicos e 
não-lipídicos (Michiels et al., 1994). A produção excessiva de radicais 
livres e o consequente ataque destes aos ácidos graxos poli-insaturados, 
que organizam a membrana neural tem sido demonstrada (Halliwell & 
Gutteridge, 1999). Sendo assim, a ativação do receptor NMDA que 
resulta em aumento dos níveis de Ca
2+
, formação de radicais livres, 
peroxidação lipídica e morte neuronal, pode ser atenuada por 
substâncias antioxidantes (Bruce et al., 1992, Mattson, 2008). 
Também, sob condições fisiológicas, o glutamato ativa seus 
receptores sinápticos NMDA e AMPA desencadeando efetores tróficos, 
incluindo, fator responsivo ao elemento AMPc (CREB) e fator 
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neurotrófico derivado do cérebro (BDNF), preservando a viabilidade 
neuronal, possivelmente pelo aumento da atividade antioxidante entre os 
neurônios. Em contraste, sob condições de excesso de glutamato, os 
receptores NMDA são ativados reduzindo atividade dos efetores tróficos 
causando atrofia e morte celular (Hardingham, 2006). Portanto, 
substâncias que diminuam a excitotoxicidade, a exemplo do antagonista 
do receptor NMDA, MK-801, podem ser ferramentas viáveis para 
auxiliar no tratamento de doenças neurodegenerativas relacionadas à 
excitotoxicidade glutamatérgica. Nesse sentido, substâncias derivadas de 
plantas, principalmente polifenóis e isoprenóides, têm tido seus 
mecanismos de ação analisados, além da atividade antioxidante, como a 
ativação de receptores e a modulação de enzimas (Figura 3). 
 
Figura 3. Moléculas de origem vegetal (MOV), efeito antioxidante 
ou sinalizador? As MOV podem interagir com outras moléculas 
envolvidas em processos de sinalização celular e interferir neste 
processo, independente de suas propriedades antioxidantes, afetando a 
atividade de diversos alvos celulares (Adaptado de Virgili & Marino, et 
al., 2008). 
1.5 DOENÇAS NEURODEGENERATIVAS 
1.5.1 A Depressão 
   A depressão é um tipo de transtorno mental crônico e 
recorrente, caracterizado por sintomas como alterações no humor, 
irritação, baixa capacidade de concentração, diminuição ou aumento de 
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apetite, distúrbios do sono, cansaço e anedonia, que se caracteriza por 
uma diminuição de interesse por estímulos prazerosos (Richardson, 
1991).  A depressão afeta 20% da população e é uma das principais 
causas de afastamento do trabalho e de suicídios (Berton & Nestler, 
2006).  
O sistema mais estudado tem sido o serotoninérgico, 
amplamente reconhecido pelo envolvimento na etiologia da depressão e 
no mecanismo de substâncias com ação antidepressiva. Entretanto, tem 
crescido o número de pesquisas demonstrando também alterações na 
transmissão noradrenérgica (Wong & Licinio, 2001), o que mostra a 
participação dos adrenoceptores α- e β- na ação de fármacos 
antidepressivos. Além disto, alguns estudos têm postulado que a função 
dopaminérgica reduzida estaria envolvida na patofisiopatologia da 
depressão, tendo sido observado um aumento dos transportadores 
dopaminérgicos em pacientes com depressão maior (Laasonen-Balk et 
al., 1999), podendo ser o fator determinante de uma menor 
disponibilidade de  dopamina  na  fenda  sináptica. 
As bases biológicas da depressão e o preciso mecanismo da 
eficácia de antidepressivos não estão totalmente esclarecidos. Contudo, 
há pesquisas mostrando os sistemas glutamatérgico, noradrenérgico e 
serotonérgico interagindo no mecanismo de ação de antidepressivos 
(Szasz et al., 2007), além do sistema dopaminérgico, sugerindo um 
mecanismo de ação interligando vários sistemas de neurotransmissão.  
A depressão é atualmente considerada como uma doença 
neuropsiquiátrica e neurodegenerativa, devido às evidências de uma 
diminuição do volume hipocampal em pacientes com depressão (Sheline  
et  al.,  2003). Desta forma, sugere-se que fármacos com efeito 
neuroprotetor possam apresentar um efeito antidepressivo e vice-versa 
(An et al., 2008). Além disso, estudos demonstraram que 
antidepressivos clinicamente utilizados, bem como compostos com 
atividade antidepressiva, também exibiram propriedades neuroprotetoras 
relacionadas à neuroplasticidade e viabilidade celular (Kolla et al., 2005; 
Peng et al., 2008). Estes fatos apontam para o estudo de compostos com 





1.5.2 A Epilepsia 
A epilepsia é uma das doenças mais comuns do SNC e se 
caracteriza por convulsões recorrentes induzidas pela ativação neuronal 
de forma excessiva no cérebro. Esta doença afeta milhões de pessoas no 
mundo em múltiplos níveis. Do ponto de vista econômico, o total dos 
custos da epilepsia gira em torno de US$4 billhões em despesas médicas 
diretas, combinadas com despesas indiretas como ausência ao trabalho, 
custo com cuidados em casa e morte precoce (Murray et al., 1996). 
O ácido quinolínico (AQ, ácido 2,3-piridina dicarboxílico), um 
derivado endógeno do metabolismo do triptofano, se acumula no 
cérebro, sendo agonista do receptor NMDA causa excitotoxicidade 
através da elevação das concentrações de Ca
2+
, diminuição de ATP e 
formação de radicais livres (Stone  et  al.,  2002). A toxicidade do AQ 
tem sido implicada em diversas patologias do SNC e a sua 
administração intracerebroventricular (i.c.v.) em roedores induz à 
convulsões (Schmidt et al., 2000). O AQ induz à morte neuronal 
(Ganzella et al., 2006) com um padrão necrótico observado em fatias 
hipocampais (Piermartiri et al. 2009) e pode estar envolvido na etiologia 
de epilepsia em humanos (Heyes et al., 1990).  
O AQ também pode superestimular o sistema glutamatérgico 
pela modulação do transporte de glutamato, diminuindo a captação 
pelos astrócitos e aumentando a liberação sinaptossomal de glutamato 
(Tavares et al. 2000; 2002).  
A busca por novas drogas que promovam a neuroproteção é 
válida para o tratamento da epilepsia, pois, mesmo com o aumento de 
novas drogas anticonvulsivantes, o tratamento convencional desta 
doença ainda está associado com efeitos colaterais, toxicidade, bem 
como efeitos teratogênicos e, além disso, aproximadamente 30% dos 
pacientes continuam sofrendo crises convulsivas (Smith & Bleck, 1991). 
Neste sentido, substâncias neuroprotetoras são bem vindas, 
tanto na prevenção como no tratamento das afecções associadas às 
doenças neurodegenerativas que, por possuírem etiologias ainda não 
totalmente conhecidas e um amplo espectro de sintomas, têm-se 
dificuldades maiores para encontrar medicamentos efetivos, com menos 
efeitos colaterais e baixo custo.  
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O estudo dos mecanismos dos efeitos das plantas medicinais em 
modelos animais tem se caracterizado por interferir com a patofisiologia 
de doenças através de múltiplos alvos, sendo eficazes tanto na 
prevenção como no tratamento de transtornos do SNC. Estes efeitos 
benéficos são observados no uso de extratos, como o chá-verde 
(Reznichenko et al., 2005) ou substâncias isoladas, como o polifenol 
curcumina (Curcuma longa), que tem ação neuroprotetora na DA, 
discinesia tardia, depressão maior e epilepsia principalmente em 
modelos animais (Kulkarni & Dhir, 2010).  
 
1.6 VIAS DE SINALIZAÇÃO E A SOBREVIVÊNCIA 
CELULAR 
Muitas doenças do SNC são acompanhadas por inflamação 
(Brown & Bal-Price, 2003, Block et al., 2007) e estudos demonstram 
que há uma correlação entre  a  ativação  de  receptores  de glutamato e 
o desenvolvimento de processo inflamatório no SNC (Matute, 2007). 
Estudos in vitro e in vivo sugerem o envolvimento da estimulação de 
receptores de glutamato na indução da expressão da enzima óxido 
nítrico sintase (iNOS, Cárdenas et al., 2000; Moro et al., 2004).  
Existem três isoformas de enzima óxido nítrico sintase (NOS), 
neuronal, tipo I, endotelial (tipo III) que são constitutivamente expressas 
e dependentes de cálcio, e a NOS induzível (tipo II), que é expressa após 
mudanças imunológicas e danos neuronais, sendo normalmente 
independente de cálcio (Samdani et al., 1997). A NOS catalisa a 
conversão de L-arginina em óxido nírico (NO) e citrulina na presença de 
oxigênio, NADPH, Fe
+
 e BH4. NO em concentrações fisiológicas 
participa da sinalização celular, resultando, por exemplo, em 
proliferação celular, mas em altas concentrações, principalmente por 
causa da iNOS, o NO é uma molécula de defesa contra patógenos 
(Floyd, 1999, Murphy, 2000). Por outro lado, a indução de iNOS resulta 
em morte neuronal tardia in vitro (Dawson et al., 1994) e também pode 
agravar a excitotoxicidade glutamatérgica (Hewett et a., 1994), 
implicando o aumento de expressão de iNOS na neurodegeneração. 
Portanto, o estudo da modulação da produção de NO pode oferecer 
alvos clínicos importantes. 
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Uma via muito estudada envolvida em crescimento celular, 
sobrevivência e metabolismo é a via proteína cinase 3-
fosfatidilinositol/proteína cinase B (PI3K/Akt). A ativação da via de 
sinalização intracelular PI3K leva à formação de segundos mensageiros 
como o fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato (PIP3) e fosfatidilinositol-3,4-
bisfosfato (PIP2).  Esses segundo-mensageiros se ligam a um domínio 
amino-terminal presente na proteína Akt, permitindo que esta seja 
ativada através da fosforilação de seus sítios Treonina-308 e Serina-473. 
A Akt pode inibir apoptose, agindo através da modulação de 
vários fatores que influenciam a morte celular, como membros da 
família de proteínas anti e pró-apoptóticas, e bloqueia a liberação do 
citocromo c, inibindo a ativação de caspase-3, regulando a apoptose 
(Brunet et al., 2001; Nakae et al., 2000). Neste sentido, foi demonstrado 
que após toxicidade induzida por isquemia ocorre uma drástica 
diminuição no conteúdo de Akt fosforilada e este evento precede a 
liberação de citocromo c e ativação de caspases (Amantea et al., 2009).  
Em culturas de neurônios corticais expostas a concentrações 
excitotóxicas de glutamato ocorre a diminuição da fosforilação da Akt, 
causando um aumento da ativação de caspase-3 e morte celular 
(Nishimoto et al., 2008). Segundo Guillet et al. (2005), a via de 
sinalização PI3K é crítica à captação de glutamato, interferindo no 
deslocamento e expressão de transportadores de glutamato na membrana 
celular. Desta forma, esta via pode estar envolvida na prevenção de 
eventos que desencadeiam a morte celular de uma forma precoce e mais 
ampla. 
1.7 JUSTIFICATIVA 
O benefício terapêutico do extrato aquoso de Aloysia gratissima 
(EA) no tratamento de doenças que afetam o SNC, apesar de não ter 
sido previamente demonstrado de forma científica, tem sido observado 
pelos moradores de comunidades rurais adjacentes ao PNSI (Parque 
Nacional da Serra do Itajaí) que utilizam a decocção para amenizar os 
sintomas de transtornos do SNC.  
Considerando a importância dos danos causados pelo processo 
excitotóxico, fator presente nos transtornos 
neurológicos/neurodegenerativos e a falta de agentes neuroprotetores 
31 
 
eficazes, tornam-se necessárias novas terapias e/ou fármacos com 
envolvimento na modulação da transmissão glutamatérgica.  
Nesse sentido, este estudo foi delineado a fim de avaliar a 
composição química, toxicidade e os efeitos antioxidante, neuroprotetor, 
tipo antidepressivo e anticonvulsivante do EA, bem como os possíveis 
mecanismos de ação envolvidos nestes efeitos. Também foi investigado 
o composto majoritário do EA, o ácido ferúlico a fim de verificar se este 
pode ser responsável pelos efeitos biológicos observados no EA. Desta 
forma, estes resultados serão parte das informações científicas na 
investigação do conhecimento etnofarmacológico de Aloysia gratissima, 
planta medicinal utilizada em transtornos do SNC.  
1.8.  OBJETIVOS 
1.8.1. Objetivo Geral 
Investigar a composição química, toxicidade e efeitos 
neuroprotetor e tipo antidepressivo do extrato aquoso de Aloysia 
gratissima (EA), bem como avaliar os possíveis mecanismos de ação 
envolvidos nestes efeitos.   
1.8.2. Objetivos Específicos 
- Selecionar o extrato aquoso com maior teor de polifenóis e 
carotenóides, através da determinação do perfil metabólico sazonal de 
EA;  
- Investigar os possíveis efeitos tóxicos de EA quando administrado por 
via oral e de forma aguda em camundongos, sob parâmetros 
comportamentais, bioquímicos, hematológicos e morfológicos; 
- Avaliar o efeito neuroprotetor do EA frente à excitotoxicidade, 
induzida por glutamato, em fatias de hipocampo de ratos e 
camundongos, bem como o envolvimento da via PI3K/Akt e a enzima 
iNOS neste efeito;  
- Avaliar o possível efeito anti-convulsivante do EA previamente 
administrado em camundongos infundidos intracerebroventricularmente 
com ácido quinolínico e verificar o efeito neuroprotetor nas fatias de 
hipocampo obtidas destes animais;  
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- Avaliar atividade tipo antidepressiva do EA administrado via oral, nos 
testes de nado forçado e suspensão da cauda em camundongos e os 
mecanismos de ação envolvidos nesta atividade;  
- Investigar o envolvimento de sistemas de neurotransmissores e vias de 
sinalização no efeito tipo antidepressivo do ácido ferúlico, um dos 

























































CAPÍTULO 1  
POLYPHENOLIC AND CAROTENOIDIC SEASONAL PROFILE AND 
BIOACTIVITY OF THE ALOYSIA GRATISSIMA (VERBENACEAE)  




































CAPÍTULO 2  
ACUTE TOXICOLOGICAL EVALUATION OF THE TRADITIONAL 
MEDICINE ALOYSIA GRATISSIMA (GILL ET HOOK) TRONC. IN 
MICE 




































CAPÍTULO 3  
NEUROPROTECTIVE EFFECTS OF ALOYSIA GRATISSIMA 
AQUEOUS EXTRACT AGAINST GLUTAMATE EXCITOTOXICITY IN 
RAT HIPPOCAMPAL SLICES 






































ALOYSIA GRATISSIMA PREVENTS CELLULAR DAMAGE INDUCED 
BY QUINOLINIC ACID IN MICE HIPPOCAMPUS BY MODULATION 
OF GLUTAMATE TRANSPORT 




































ANTIDEPRESSANT-LIKE AND NEUROPROTECTIVE EFFECTS OF 
ALOYSIA GRATISSIMA: INVESTIGATION OF INVOLVEMENT OF L-
ARGININE-NITRIC OXIDE-CYCLIC GUANOSINE 
MONOPHOSPHATE PATHWAY 






























































































EVIDENCE OF THE INVOLVEMENT OF THE MONOAMINERGIC 
SYSTEM IN THE ANTIDEPRESSANT-LIKE EFFECT OF ALOYSIA 
GRATISSIMA  
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FERULIC ACID EXERTS ANTIDEPRESSANT-LIKE EFFECT IN THE 
TAIL SUSPENSION TEST IN MICE: EVIDENCE FOR THE 
INVOLVEMENT OF THE SEROTONINERGIC SYSTEM  




































INVOLVEMENT OF PKA, CAMKII, PKC, MAPK/ERK AND PI3K IN 
THE ACUTE ANTIDEPRESSANT-LIKE EFFECT OF FERULIC ACID 
IN THE TAIL SUSPENSION TEST 




        
2 DISCUSSÃO GERAL 
 
Na natureza existe uma biodiversidade de organismos que geram 
substâncias com uma variada diversidade molecular e funcional, o que 
proporciona uma alta probabilidade de interação com moléculas-alvos 
de outros organismos, como os seres humanos. Diante deste quadro, 
produtos naturais foram e são investigados na procura por agentes 
terapêuticos seguros e eficazes. No presente estudo foi investigado o 
extrato aquoso de Aloysia gratissima (EA) e o ácido ferúlico (AF), 
composto fenólico majoritário do EA, ambos como possíveis agentes 
terapêuticos. O estudo do EA avaliou o perfil fitoquímico, 
principalmente de polifenóis e carotenóides, toxicidade aguda e, as 
atividades antioxidante, neuroprotetora e tipo antidepressiva, bem como, 
possíveis mecanismos de ação. Em relação ao AF, foi investigado o seu 
efeito tipo antidepressivo e alguns potenciais mecanismos responsáveis 
por este efeito.  
Dados da literatura mostram que A. gratissima possui 
compostos químicos como os, cauranos, flavonóides e fenilpropanóides 
(Silva et al., 2006). Além disso, Vandresen et al (2010) isolalaram, α-
bisabolol, triterpenos como, α-amirina, ácido betulínico, ácido 
oleanólico e ácido ursólico e, os flavonóides, genkwanina; 5-hidróxi-
7,4‟- dimetoxiapigenina; 5-hidróxi-7,3‟,4‟-trimetoxiluteolina e rutina. 
Neste estudo identificamos e quantificamos polifenóis e carotenóides, 
que são conhecidos principalmente por suas propriedades antioxidantes 
e fotoprotetoras (Taylor et al., 2006). Polifenóis e carotenóides têm sido 
relacionados à diminuição de risco para diversas doenças como o 
câncer, doenças cardiovasculares e neurodegenerativas.  
A investigação fitoquímica do EA abrangeu amostras de 
biomassa foliar e de ramos das 4 estações do ano, que mostraram um 
perfil que diferiu quantitativa, mas não qualitativamente. Os resultados 
obtidos mostraram que, as variações de condições ambientais como, 
temperatura máxima e mínima, umidade relativa do ar, chuva 
acumulada e dias com chuva, foram responsáveis pelas mudanças nos 
níveis quantitativos de, ácidos fenólicos (vanílico, clorogênico, ferúlico, 
caféico e gálico) e carotenoídicos (trans-α-caroteno). Resultados 
semelhantes foram obtidos com Hypericum brasiliense por Abreu & 
Mazzafera (2005). Nossos resultados demostraram que as maiores 
concentrações de polifenóis e carotenóides de uma forma geral 
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acontecem no outono, com destaque para, os fenóis ácidos, derivados do 
ácido hidroxicinâmico, principalmente o ácido ferúlico mas, também os 
ácidos, trans-cinâmico e p-cumárico e, o carotenóide, luteína, ambos os 
grupos conhecidos pelas propriedades antioxidantes (Cheng et al., 2007; 
Taylor et al, 2006). 
O AF é encontrado comumente em tecidos suberizados, como 
cascas de frutos e galhos, protegendo da excessiva perda de água e 
nutrientes, radiação e, invasão por patógenos (Raven et al., 2001). Neste 
estudo o rendimento do EA no outono foi maior do que nas outras 
estações do ano e o AF foi encontrado em maior quantidade. Estes 
resultados juntamente com os dados da literatura sugerem que o AF 
colabora na preparação da planta para a diminuição do metabolismo e 
queda de folhas no inverno. 
A fim de verificar a existência de correlação entre os polifenóis 
e o efeito antioxidante do EA foi realizada uma avaliação que mostrou 
que existe uma alta correlação, entre polifenóis totais e EA, similar ao 
observado por Katsube et al. (2004) e Liu et al. (2008) e, entre EA e a 
atividade antioxidante, semelhante ao encontrado para a Matricaria 
chamomilla L. e, superior ao detectado para Camellia sinensis L. 
(Moraes de Souza et al., 2008), ambos os extratos com alta quantidade 
de polifenóis e atividade antioxidante. No entanto, neste estudo não 
pode ser descartada a contribuição de outras susbtâncias do EA no efeito 
antioxidante observado. 
No presente estudo também foi avaliada a capacidade 
antioxidante sobre lipídios do EA utilizando uma matriz biológica, o 
homogenato de cérebro. A administração do EA aos animais foi capaz 
de diminuir significativamente a peroxidação lipídica, confirmando 
assim a atividade antioxidante. Porém, EA não foi capaz de aumentar os 
níveis de tióis protéicos livres e, considerando que os compostos 
majoritários do extrato são essencialmente apolares, estas dados 
sugerem um efeito mais localizado em nível de membranas celulares. 
Em relação à importância deste efeito, a peroxidação de lipídios é 
diretamente responsável pela geração de fenótipos apoptóticos (Kagan et 
al., 2000), diminuindo a atividade de peroxidases e impedindo sua ação 
oxidativa junto à superfície da membrana plasmática (Bayir, et al., 
2006). De fato, o EA demonstrou capacidade de reduzir a peroxidação 
lipídica e apresentou polifenóis e carotenóides em sua composição 
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química. Entretanto, um estudo mais detalhado sobre a sua ação 
antioxidante precisa ser desenvolvido.   
Devido à inexistência de dados toxicológicos relacionados ao 
uso do EA, uma avaliação foi realizada a fim de verificar um possível 
efeito tóxico. O conjunto de experimentos realizados demonstrou que o 
uso oral e agudo do EA (100 – 1000 mg/kg) em camundongos, não 
apresenta efeitos tóxicos, não tendo sido observadas alterações 
significativas nos parâmetros, comportamental, fisiológico, bioquímico, 
hematológico e morfológico. A na análise histopatológica do grupo 
2000 mg/kg mostrou toxicidade, considerada leve, no fígado, não 
ocorrendo o mesmo nos outros órgãos analisados. 
Considerando a presença de compostos fenólicos e 
carotenoídicos no EA, com potencial efeito antioxidante e a ausência de 
toxicidade do EA in vivo, foi estudado um possível efeito neuroprotetor 
do EA, em fatias de hipocampo de ratos. Neste estudo, verificou-se que 
o EA também não apresentou toxicidade in vitro e foi capaz de reverter 
parcialmente a diminuição da viabilidade celular, induzida pela privação 
de glicose e oxigênio (PGO) e reperfusão. Agentes antioxidantes, como 
o DL-ditiotreitol (DTT), foram utilizados anteriormente em nosso 
laboratório, com resultados semelhantes, apresentando proteção parcial 
(Brongholi, et al., 2006). Rytter et al. (2005) em cultura de fatias 
organotípicas de hipocampo em protocolo de PGO, mostraram que o 
tratamento com antioxidantes não foi eficaz na prevenção da morte 
celular. Estes dados sugerem que a ação de radicais livres envolvidos no 
estresse oxidativo, durante a PGO, não sejam determinantes na morte 
celular, visto que antioxidantes potentes inibem parcialmente o processo 
de morte.  
A fim de investigar se o potencial efeito neuroprotetor de EA 
seria mais eficaz em outros protocolos de neurotoxicidade, investigamos 
o efeito do EA contra a excitotoxicidade glutamatérgica. O glutamato 
diminui significativamente a viabilidade celular em fatias de hipocampo 
de ratos, mostrando um padrão de morte celular apoptótica, prevenida 
pelo MK-801 (Molz et al., 2008). Neste estudo EA também foi capaz de 
prevenir a morte celular induzida pelo glutamato, porém o uso de ambos 
bloqueou este efeito, mostrando a possibilidade de atuarem no mesmo 
receptor. Previamente, Boeck et al (2004) demonstrou o MK-801 
boloqueando o efeito neuroprotetor do pré-condicionamento com 
NMDA contra os efeitos do AQ. Considerando que EA foi capaz de 
exercer efeito neuroprotetor in vitro, foi investigado se haveria efeito 
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neuroprotetor também administrando EA aos camundongos, e 
submetendo as fatias hipocampais à toxicidade do glutamato ex vivo. 
Desta forma, foram obtidos resultados positivos de prevenção da perda 
de viabilidade celular, corroborando o efeito neuroprotetor do EA.  
Com o objetivo de investigar os possíveis mecanismos que 
participam do efeito neuroprotetor do EA, foi utilizado o AQ. Em 
trabalhos já publicados pelo nosso grupo (Tavares et al., 2000; 2002; 
2008) o mecanismo de toxicidade de AQ via ativação do receptor 
NMDA, leva a uma desequilíbrio na retirada do glutamato da fenda 
sináptica causando um aumento dos efeitos excitotóxicos causados pelo 
sistema glutamatérgico que inclui um aumento de radicais livres, 
induzindo ao estresse oxidativo. Foi observado que EA foi capaz de 
prevenir a perda de viabilidade induzida pelo AQ, sugerindo, que o 
efeito protetor do EA estaria relacionado ao receptor NMDA. Além 
disso, nos estudos realizados também foi demonstrado que EA diminui a 
liberação e aumenta a captação de glutamato, diminuindo a 
concentração de glutamato extracelular.  
Porém, EA não foi capaz de proteger os animais da incidência 
ou severidade de convulsões tônico-clônicas induzidas pelo AQ, mas 
EA foi capaz de prevenir danos celulares das convulsões. Realmente, a 
prevenção da perda de viabilidade, o equilíbrio entre captação e 
liberação de glutamato participa na redução da degeneração, observadas 
após as convulsões, mas este efeito de proteção celular não parece estar 
envolvido diretamente na proteção contra as convulsões, como 
previamente investigado em nosso laboratório (Boeck et al., 2004; 
Piermartiri et al., 2009). Segundo Tomé et al (2010), compostos 
antioxidantes podem exercer efeito neuroprotetor durante a fase aguda 
de convulsões diminuindo a severidade de lesões hipocampais, inibindo 
peroxidação de lipídios de membrana, que impede estágios iniciais de 
morte por apoptose. Neste estudo, EA apresentou substâncias 
conhecidas como antioxidantes e exerceu atividade antioxidante in vitro 
e diminuiu a peroxidação lipídica.  
A modulação do receptor NMDA é um dos mecanismos mais 
investigados em relação às efetivas estratégias de neuroproteção (Stone, 
2002). Considerando os resultados que obtivemos avaliando a 
toxicidade glutamatérgica in vitro e in vivo é possível sugerir que o EA 
exerça ação antagônica sobre o receptor NMDA, o que deverá ser 
avaliado por estudos de união a estes receptores. No entanto, deve-se 
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considerar que o bloqueio total da atividade dos receptores NMDA não 
é benéfico, pois reduz os seus efeitos tróficos.  
Muitas vias de sinalização tem mostrado envolvimento em 
efeitos de agentes neuroprotetores contra a excitotoxicidade exercida 
pelo glutamato, especialmente a via PI3K/Akt (Tolosa et al. 2008; 
Herculano et al., 2010), que pode ser ativada por fatores neurotóficos, 
com implicações no crescimento, migração e sobrevivência celular.  
Neste estudo, o uso de LY204002, um inibidor da via PI3K, aboliu 
completamente o efeito protetor do EA. Além disto, em estudo ex vivo, 
verificou-se um aumento da fosforilação da Akt induzido pelo EA. É 
importante ressaltar que, a Akt ativada pela fosforilação através da 
PI3K, bloqueia a liberação de citocromo c in vitro, inibindo a ativação 
de caspase-3 e, também pode inibir outras proteínas pró-apoptóticas 
(Nakae et al., 2000), regulando assim o processo de apoptose. Portanto, 
os dados obtidos sugerem que EA pode estar exercendo seu efeito 
neuroprotetor através da modulação da via PI3K/Akt. 
Adicionalmente, Wu e colaboradores (2010) mostraram que a 
via PI3K/Akt modula a expressão de GLT-1 reforçando os resultados 
obtidos nos estudos in vitro, in vivo e ex vivo que, quando analisadas em 
conjunto sugerem além da participação da via PI3K/Akt, a modulação 
do transporte de glutamato e, do receptor NMDA, como os mecanismos 
envolvidos no efeito neuroprotetor exercido pelo EA. Além disso, o EA 
possui em sua composição química como um dos polifenóis 
majoritários, o ácido ferúlico, caracterizado como antagonista 
competitivo do receptor NMDA (Yu et al., 2006).  
Além do excesso de glutamato extracelular, a inflamação 
aparece como um elemento-chave no processo neurodegenerativo. 
Neurônios exibem sensibilidade a estímulos inflamatórios como o 
aumento a expressão da enzima iNOS e, estes estímulos levam a morte 
celular via danos oxidativos (Brown 2007). O NO portanto, tem um 
efeito significativo no SNC e a manipulação desta via constitui-se em 
novas possibilidades terapêuticas nas doenças neurodegenerativas em 
geral, inclusive na depressão (Kulkarni & Dhir, 2007; Ulak et al., 2008). 
Neste sentido, o aumento de iNOS induzido pelo glutamato foi 
totalmente bloqueado pela pré-administração do EA aos animais, mostra 
que o EA pode estar modulando a expressão de iNOS, contribuindo para 




Os resultados discutidos até aqui se referem principalmente ao 
efeito neuroprotetor do EA frente a excitotoxicidade glutamatérgica. 
Existem evidências do envolvimento do excesso de glutamato e a morte 
neuronal na patofisiologia da depressão, sendo que, foi encontrado um 
aumento dos níveis de glutamato, no cérebro e no plasma e diminuição 
de volume hipocampal em pacientes com depressão. Além disso, 
antagonistas do receptor NMDA apresentam propriedades 
antidepressivas e antidepressivos convencionais reduzem a união, 
expressão e funcionamento do receptor NMDA (Sanacora et al., 2008). 
No presente estudo, portanto foi demonstrado que o EA apresenta um 
efeito tipo antidepressivo nos dois testes comportamentais utilizados, 
sem efeitos significativos na locomoção dos animais. Pesquisas recentes 
têm reforçado a indicação de que extratos de plantas incluindo, 
Hypericum perforatum, Hypericum enshiense, Curcuma longa, Ginkgo 
biloba, Schinus molle, Rosmarinus officinalis e Aloysia polystachya, 
exercem efeito tipo antidepressivo em animais (Wang et al., 2008; 
Machado et al., 2007, 2009; Hellión-Ibarrola, et al., 2008).  
Neste estudo, o efeito tipo antidepressivo do extrato foi 
observado com uma dose menor de EA no teste de suspensão da cauda 
(TSC, 10 mg/kg), do que no teste do nado forçado (TNF, 100 mg/kg), 
resultado semelhante ao observado por Freitas e colaboradores (2010) 
com Tabebuia avellanedae e por Machado e colaboradores (2009) com 
Rosmarinus officinalis. Segundo Cryan et al. (2005) o TSC tem uma 
sensibilidade farmacológica maior, quando comparado ao TNF. O TNF 
não tem sido considerado um teste sensível para detecção de atividade 
de inibidores seletivos de recaptação de serotonina (ISRS), sendo esta 
atividade antidepressiva geralmente ativa no TSC (Borsini, 1995).  
Outra diferença entre os dois testes utilizados se refere à curva 
dose-resposta, não sendo incomum obter-se uma curva bifásica no TNF 
(Machado et al., 2009; Freitas et al., 2010) , enquanto que este evento é 
raro no TSC, no entanto, este evento foi observado por Butterweck et al 
(1997; 2003), utilizando extrato de Hypericum perforatum. Em relação à 
curva-bifásica observada neste estudo, descartou-se o efeito tóxico (pois 
uma leve toxicidade foi observada somente com 2000 mg/kg do EA, 
dose não utilizada nos estudos comportamentais), podendo-se inferir que 
altas concentrações de polifenóis podem atuar como pró-oxidantes 
(Hockenbery et. al., 1993; Cao et al. 1997), abolindo o efeito tipo 
antidepressivo do EA.  
Quanto ao mecanismo de ação responsável pelo efeito tipo 
antidepressivo aqui demonstrado, o uso do NMDA foi capaz de reverter 
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o efeito do EA e foi observado tabém um efeito sinérgico entre EA e 
MK-801. Neste sentido, como o receptor NMDA induz a ativação de 
NOS, que converte L-arginina em NO e L-citrulina (Esplugues, 2002), 
sugere-se que a manipulação farmacológica da via NO poderia ser uma 
alternativa terapêutica ao tratamento da depressão (Ulak et al., 2008). 
De fato, estudos demonstram que, inibidores de NOS apresentam efeito 
tipo antidepressivo (Joca & Guimarães, 2006). Além disso, que, as 
concentrações intracelulares de cGMP são reguladas pela 
fosfodiesterase 5 (PDE5) e guanilato ciclase solúvel (sGC, Beavo, 
1995). 
Neste sentido, a indicação de que a via L-arginina-NO-cGMP 
está envolvida na redução de tempo de imobilidade exercido pelo EA é 
reforçada pelo fato de que nossos resultados evidenciaram que, o uso de 
L-arginina (substrato para NOS), foi capaz de inibir o efeito tipo 
antidepressivo causado pelo EA e foi observado um efeito sinérgico, do 
EA e um inibidor de NOS. Nossos resultados também demonstraram 
que o EA e inibidores da enzima guanilato ciclase solúvel (sGC) ou a 
enzima NOS, produziram efeito sinérgico sobre a atividade tipo 
antidepressiva no TSC. E a reversão do efeito tipo antidepressivo do EA 
por um inibidor seletivo da enzima PDE5, sugerem que EA pode estar 
exercendo seu efeito anti-imobilidade através da diminuição dos níveis 
de NO e cGMP. 
Assim, o efeito tipo antidepressivo exercido por berberina, um 
alcalóide isolado de Berberis aristata (Kulkarni & Dhir, 2007), difenil-
disselenito, uma substância antioxidante (Savegnano et al., 2007) ou 
ácido fólico (Brocardo et al., 2008) também foi evidenciado pelo uso de 
inibidores seletivos de atividade enzimática, sugerindo que a via L-
arginina-NO-cGMP tem importante função na mediação dos efeitos 
comportamentais destas substâncias e também do EA, utilizado neste 
trabalho.  
Quanto ao estudo dos mecanismos envolvidos no efeito tipo 
antidepressivo exercido pelo EA além da participação do sistema 
glutamatérgico, foi investigada também a participação dos sistemas, 
serotoninérgico, noradrenérgico e dopaminérgico. A hipótese 
monoaminérgica da depressão postula que o maior envolvido no 
processo neuroquímico da depressão é a diminuição da 
neurotransmissão monoaminérgica e o decréscimo simultâneo de 
noradrenalina e/ou serotonina (Schildkraut, 1965). Estudos pré-clínicos 
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e clínicos relataram um efeito-chave dos receptores 5-HT1 e 5-HT2 na 
patologia da depressão, bem como, na ação de diversos antidepressivos 
(Boothman et al., 2006). A maioria dos antidepressivos prescritos inibe 
a recaptação de serotonina ou noradrenalina e/ou ainda age como 
inibidor de monoamina oxidases (Taylor et al., 2005). Além disso, o 
sistema dopaminérgico também é um importante alvo implicado nas 
desordens envolvendo os transtornos de humor, pois segundo Klimek et 
al (2002) e Meyer et al (2002) existe um aumento da interação da 
dopamina com seus receptores e redução do transporte de dopamina em 
pacientes com depressão. Desta forma, a modulação dos três sistemas, 
serotoninérgico, noradrenérgico e dopaminérgico, têm mostrado 
participação nos efeitos comportamentais em testes animais preditivos 
de agentes antidepressivos como, o TNF e o TSC (Cryan et al., 2005; 
O'Leary et al., 2007).  
Neste sentido, foram verificados os efeitos de antagonistas dos 
três sistemas, serotoninérgico, noradrenérgico e dopaminérgico sobre a 
ação anti-imobilidade do EA em camundongos. O pré-tratamento com 
os antagonistas de receptores, de serotonina 5-HT1A ou 5-HT2A/2C, de 
adrenoreceptores-α1 ou α2 e também, de dopamina D1 ou D2 reverteram 
o efeito anti-imobilidade do EA, sugerindo que existe a participação 
destes receptores no efeito tipo antidepressivo do EA no TSC. De 
acordo com Machado et al (2007, 2009) e Feitas et al (2010), a 
utilização de antagonistas destes mesmos receptores também reverteram 
o efeito anti-imobilidade exercido pelos extratos de, Schinus molle L., 
Rosmarinus officinalis L. e e Tabebuia avellanedae L., respectivamente.  
Medicamentos inibindo a recaptação de serotonina, 
noradrenalina e dopamina (inibidores triplos de recaptação) têm sido 
recentemente desenvolvidos, levando à uma ação mais rápida e eficiente 
do que os antidepressivos tradicionais (Chen & Skolnick, 2007). 
Publicações têm relatado o potencial de muitos extratos de plantas e 
seus constituintes como agentes antidepressivos com um mecanismo de 
ação que envolve uma interação simultânea dos sistemas 
monoaminérgicos (Zhang, 2004; Capra et al, 2010).  
O ácido ferúlico (AF), componente majoritário do EA, além da 
atividade antioxidante apresenta propriedades antiinflamatórias, efeito 
benéfico em doenças que apresentam estresse e inflamação (Perluigi et 
al., 2006), modulação da apoptose (Jin et al., 2007), efeito antagônico 
competitivo ao receptor NMDA protegendo da excitotoxicidade 
glutamatérgica (Yu et al, 2006). Efeitos positivos do AF também foram 
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observados em um modelo de depressão induzida por estresse (Yabe et 
al., 2010). Desta forma, investigou-se a possibilidade do AF participar 
do efeito tipo antidepressivo exercido por EA. E neste estudo o AF 
exerceu efeito tipo antidepressivo em camundongos no TNF e no TSC.  
Como o processo neuroquímico mais conhecido na depressão 
está relacionado à diminuição da neurotransmissão monoaminérgica 
(Schildkraut, 1965), a farmacoterapia convencional utiliza este sistema 
como alvo (Wong and Licinio, 2001). No efeito tipo antidepressivo do 
EA foi evidenciada a participação do sistema serotoninérgico. O mesmo 
ocorrendo no efeito tipo antidepressivo do AF e na sua administração 
combinada com antidepressivos ISRS.  
Os animais foram pré-tratados com antagonistas dos receptores 
5-HT1A ou 5-HT2A/2C indicando que ambos os sub-tipos de receptores de 
serotonina podem estar envolvidos  no efeito tipo antidepressivo 
observado, a semelhança do EA. Realmente, compostos que bloqueiam 
estes receptores são eficientes como antidepressivos (Blier & Ward, 
2003). Além disso, o AF foi capaz de produzir um efeito tipo 
antidepressivo sinérgico com alguns antidepressivos convencionais, 
fluoxetina, paroxetina e, sertralina no TSC. Estes resultados sugerem 
que uma combinação do AF com estes antidepressivos poderia ser uma 
potencial alternativa no tratamento da depressão. 
Na busca por agentes terapêuticos para o tratamento da 
depressão, algumas vias de sinalização celular vem sendo 
documentadas, quanto ao seu envolvimento nas enfermidades 
neuropsiquiátricas. Neste estudo foram investigadas vias de sinalização 
envolvidas no efeito tipo antidepressivo do AF. Foi observado que o 
efeito tipo-antidepressivo do AF depende da ativação das vias da 
proteína cinase A (PKA), proteína cinase C (PKC), calmodulina Ca
2+/
-
dependente proteína cinase II (CaMKII), proteína cinase ativada por 
mitógeno/ proteína cinase regulada por sinal extracelular (MAPK/ERK) 
e PI3K.  
A PKA está envolvida na síntese e liberação de 
neurotransmissores, expressão de genes, plasticidade sináptica, 
memória, crescimento, diferenciação e sobrevivência celular (Gould and 
Manji, 2002). O mecanismo mais conhecido da função de PKA, ERK e 
a via PI3K/Akt seria através da fosforilação de substratos, incuindo o 
CREB que ativa a expressão de proteínas como o BDNF. Estas 
214 
 
proteínas estão implicadas na sobrevivência e plasticidade neural (D‟Sa 
and Duman, 2002), envolvidas na regulação da depressão e em 
tratamentos antidepressivos em modelos animais (Franco et al., 2008; 
Hashimoto, 2010).  A ativação de CaMKII, segundo Du e colaboradores 
(2004) seria uma importante via na patofisiologia e tratamento de muitas 
doenças relacionadas ao estresse, pois as elevações de cálcio e AMPc 
induzem eventos necessários para plasticidade sináptica rápida 
(Pittenger and Duman, 2008). Estudos anteriores demonstraram que, o 
uso crônico de ferulato de sódio (AF hidrosolúvel) teve efeito 
neuroprotetor aumentando a fosforilação de ERK e Akt no hipocampo 
de ratos idosos (Jin et al., 2008) e contra o efeito da proteína beta-
amilóide (Jin et al., 2005). Entretanto o exato mecanismo pelo qual AF 
modula as vias PKA, CaMKII, PKC, MAPK/ERK e PI3K,  para 
produzir o efeito tipo antidepressivo não está esclarecido. Sabe-se que, o 
uso de antidepressivos que aumentam os níveis de serotonina ativam 
CREB através de diferentes vias de sinalização, como PKA, MAPK e 
CaMKII (D‟Sa and Duman, 2002) e antagonistas do receptor NMDA 
tem demonstrado aumentar a liberação de serotonina no cérebro 
(Callado et al., 2000; Gaikwad et al., 2005; Tso et al., 2004), assim uma 
possibilidade para o mecanismo de ação seria que AF, como um 
antagonista do receptor NMDA (Yu et al., 2006), agiria bloqueando este 
receptor, afetando desta forma a neurotransmissão glutamatérgica e 
serotoninérgica. 
 
2.1. CONSIDERAÇÕES FINAIS 
Em relação ao mecanismo de ação do EA na neuroproteção e no 
efeito tipo antidepressivo observados no conjunto de dados obtidos neste 
trabalho, seria possível que EA esteja exercendo seus efeitos benéficos 
através de, efeito antioxidante direto e/ou este efeito antioxidante pode 
estar modulando o transporte de glutamato. Ou ainda, EA poderia estar 
exercendo um efeito antagônico sobre os receptores NMDA, prevenindo 
a excitotoxicidade, o desequilíbrio no transporte de glutamato, o excesso 
de radicais livres e, a morte celular (Figura 2).  
Segundo Uttara et al (2009) conforme a composição química 
podemos classificar um agente como tendo, efeito antioxidante direto, 
por via não enzimática (ação de carotenóides, polifenóis, compostos 
derivados do ebselen, tocoferóis e serotonina) e/ou também, efeito 
antioxidante indireto (ação de antagonistas de receptores como 
dopamina ou glutamato e inibidores de NOS) prevenindo 
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excitotoxicidade e excesso de radicais livres. Além disso, segundo 
Virgili & Marino (2008), a função das moléculas de origem vegetais 
ditos antioxidantes têm mostrado evidências de ser mais complexa do 
que se pensava (Figura 3).Vários mecanismos têm sido propostos para a 
ação destas substâncias envolvendo ou não atividade antioxidante como, 
modulação de receptores ou enzimas, regulação de sinalização celular e 
expressão de genes. 
De acordo com os resultados obtidos neste trabalho, EA 
demonstrou ser um promissor agente terapêutico, em doenças 
neurológicas/neurodegenerativas envolvendo excitotoxicidade, 
parecendo que seu efeito pode ser devido à várias moléculas agindo em 
múltiplos alvos, como acontece por exemplo com, os extratos de, 
Ginkgo biloba, ou mais recentemente demonstrado com o de, Camellia 






















Figura 4. Efeitos biológicos do EA. Resumo dos efeitos biológicos do 
EA revelados neste estudo, mostrando resultados obtidos em diferentes 
protocolos e modelos animais. 
Por outro lado, a curcumina, extraída de Curcuma longa, tem 
sido estudada recentemente por suas atividades no tratamento de vários 
transtornos do SNC, com ação neuroprotetora na DA, discinesia, 
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depressão e epilepsia (Kulkarni & Dhir, 2010), um exemplo de uma 
molécula com ação em múltiplos alvos. Neste sentido, o AF utilizado 
neste trabalho também parece ser um bom candidato, tendo a princípio 
atribuídos a ele diversos efeitos como, antioxidante, antagonista de 
receptor NMDA, anti-inflamatório, antiapoptótico, tipo antidepressivo 
em modelo de estresse crônico e preventivo em doenças como DA e, 
segundo este estudo o AF também possui efeito tipo antidepressivo com 
envolvimento do sistema serotoninérgico no TSC, efeito sinérgico com 
antidepressivos SRSI e seu efeito tipo antidepressivo ativa vias de 
sinalização implicadas na patofisiologia dos transtornos de humor, bem 
como na depressão (Figura 5). 
Efeito tipo antidepressivo
Receptores 5‐HT1A e 
5‐HT2A
Interação c/ 








Figura 5. Efeito tipo antidepressivo do AF. Envolvimento do sistema 
serotoninérgico e vias de sinalização celular no efeito tipo 
antidepressivo de AF. 
Segundo Youdim (2010), ambas as estratégias, extrato ou 
composto isolado, são favoráveis quando se trata de doenças 
neurodegenerativas com múltiplos alvos, como é o caso de, DA, Mal de 
Parkinson ou depressão, que possuem etiologias bastante complexas, 





3 CONCLUSÕES  
 
O extrato aquoso de Aloysia gratissima (EA) apresentou 
compostos químicos de natureza polifenólica e carotenoídica, com 
conhecida atividade biológica como antioxidante; 
O efeito antioxidante de EA foi evidenciado per se e pela 
diminuição da peroxidação lipídica; 
EA não mostrou efeitos tóxicos em camundongos até a dose de 
1000 mg/kg ou em fatias de hipocampo;   
A neuroproteção promovida por EA frente ao dano celular 
induzido por glutamato ou ácido quinolínico em fatias de hipocampo de 
ratos envolve diminuição da liberação de glutamato e ativação da via da 
PI3K; 
No protocolo de PGO entretanto, a proteção na isquemia foi 
considerada parcial; 
O EA não preveniu o surgimento das convulsões induzidas pelo 
ácido quinolínico, porém apresentou efeito neuroprotetor contra os 
efeitos de um agonista do receptor NMDA, prevenindo a perda de 
viabilidade e modulando o transporte de glutamato nas fatias 
hipocampais destes animais; 
O efeito do tipo antidepressivo do EA (10 mg/kg) observado em 
testes preditivos de agentes antidepressivos envolve a participação dos 
receptores NMDA e a via L-arginina/NO-cGMP, além disso, EA na 
mesma concentração, foi capaz de proteger fatias de hipocampo de 
camundongos envolvendo o aumento da fosforilação de Akt e a redução 
da expressão de iNOS; 
O sistema monoaminérgico através dos receptores 
serotoninérgicos, noradrenérgicos e dopaminérgicos participa do efeito 
tipo antidepressivo de EA; 
A utilização do composto fenólico majoritário do EA, o ácido 
ferúlico (AF), mostrou que este exerce efeito tipo antidepressivo, sendo 
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o mecanismo de ação relacionado ao sistema serotoninérgico à 
semelhança do EA; 
Foi possível mostrar que o efeito tipo antidepressivo do AF 
envolve a participação de enzimas de vias de sinalização celular 
implicadas na sobrevivência celular e plasticidade sináptica, PKA, PKC, 
CaMKII,  MAPK/ERKe PI3K. 
 
4 PERSPECTIVAS 
 Pesquisar a presença de outras classes de metabólitos no EA; 
Determinar a concentração dos componentes do extrato no 
sangue e cérebro; 
 Realizar teste de toxicidade crônica com o EA; 
 Realizar ensaio de união de glutamato a seus receptores de 
membrana e avaliar o efeito do EA e AF; 
 Investigar parâmetros de morte necrótica e apoptótica no efeito 
neuroprotetor de EA; 
Investigar de forma mais detalhada o efeito antioxidante de EA, 
Analizar ensaio imunohistoquímico quanto a expressão de 
iNOS e os transportadores de glutamato gliais, GLAST e GLT-1, em 
animais tratados com ácido quinolínico;  
Avaliar o conteúdo de BDNF e ativação de CREB; 
 Avaliar os efeitos neuroprotetor e tipo antidepressivo no uso 
crônico de EA; 
 Aprofundar a investigação dos mecanismos e vias de 
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